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NOUVEAUX COMPOSES AROMATIQUES INHTBITEURS DES 
ALDOLASES, PROCEDE DE SYNTHESE ET APPLICATIONS 



L'invention concerne de nouveaux composes inhibiteurs de 
la glycolyse, dont Taction se manifeste par une inhibition des aldolases. 
L'invention conceme aussi leur precede de synthase et leurs applications 
-notamment dans la fabrication de medicaments pour le traitement du cancer. 

La glycolyse repr6sente un mecanisme complexe qui fait 
intervener une cascade _de dix enzymes diff&rentes pour assurer la degradation 
anaerobie du glucose avec liberation d'energie emmagasinee sous forme d f ATP 
(adenosine-5 f -triphosphate). 

Parmi les dix enzymes prenant part a la glycolyse, les 
aldolases (fiructose-l,6-bisphosphate aldolases), enzymes homotetrameriques, 
interviennent dans une etape importante : le clivage du fructose- 1,6-bisphosphate 
(Fru(l,6)P 2 ) en deux trioses phosphates, le dihydroxyacetone phosphate (DHAP) 
et .le glyceraldehyde-3-phosphate (GAP). Le clivage du Fru(l ,6)P 2 par les 
aldolases s'effectue selon un mecanisme multi-6tapes definissant une pluralite 
d'intermediaires r£actionnels bien identifies. 

Les aldolases sont essentielles dans la voie de la glycolyse, 
et par consequent precieuses pour la synthese du pyruvate et de TATP. 

Les aldolases se repartissent selon deux classes (Ruther et 
al. 9 1964, Fed. Proc. Fed. Am. Soc. Exp. Biol., 23:1248-1257). Les aldolases 
d'une classe se distinguent de celles de l'autre classe notamment par leurs 
origines, mais aussi par leur mode de fonctionnement. Les aldolases de classe I, 
presentes dans Tespece animale, les plantes superieures et certains parasites, 
fixent le Fru(l, 6)P 2 en formant une imine proton£e (ou base de Schiff) entre un 
r£sidu de lysine (lys-229) du site actif et le substrat. Les aldolases de classe II, 
quant k elles, sont spdcifiques des organismes procaryotes. Elles n£cessitent la 
presence, au niveau de leur site catalytique, d f un ion m6tallique bivalent pour 
fixer et stabiliser le substrat sous forme enolate, avant clivage. 
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Parmi les inhibiteurs des aldolases de classe I connus a ce 
jour, on peut citer des inhibiteurs competitifs, notamment ceux d6crits dans 
Blonski C. et al, 1997 (Biochem. J., 323:71-77) : des derives phosphat6s de 
l'hydroquinone (HQN-P 2 ), du resorcinol (RSN-P 2 ) et le benzaldehyde-4- 
phosphate (HBA-P). Test6s sur l'aldolase de muscle de lapin, ces inhibiteurs 
pr6sentent, respectivement une constante de dissociation (ou constante 
d'inhibition) K, de l'ordre de 135, 40 et 500 uM. On connait aussi des compos6s 
phosphat6s de constante d'inhibition K f de l'ordre de 30-40 uM (Hartman et al, 
1965, Biochemistry, 4: 1068-1075). 

On peut aussi citer le 2-hydoxybenzaldehyde-4-phosphate 
(Blonski C. et al, 1997, Biochem. J., 323:71-77) un inhibiteur reversible 
d6pendant du temps de constante d'inhibition globale K t * de 35 ± 5 uM, capable 
de reduire 80 % de l'activit6 des aldolases pour une concentration d'inhibiteur de 
l'ordre de 200 uM. 

A l'instar de ces composes, les autres inhibiteurs des 
aldolases connus a ce jour (Gefflaut T. et al, 1995, Prog. Biophys. Mol. Biol., 
63(3):301-340), et les inhibiteurs de la glycolyse en general, presentent une 
activite inhibitrice faible, a moins de les utiliser a tres forte concentration, ce qui 
limite cbnsiderablement leur champ d'application. Aussi, leur application a faible 
concentration, par exemple a des concentrations compatibles avec des doses 
therapeutiques, est difficilement envisageable. 

Or, dans bien des applications, et en particulier dans le 
domaine medical, une inhibition significative de la glycolyse est recherchee et ce 
pour des concentrations d'inhibiteur suffisamment faibles pour eviter tout effet 
nocif pour le patient. A ce titre, ori connait une approche, design6e par approche 
GPvH ("Glycerol rescued hypoxia"), imagin6e pour le traitement de certains 
cancers et de certaines tumeurs solides (Mc Carty M.F., 2001, Med. Hypotheses, 
56:286-289). Son fondement repose en particulier sur deux constats. 

En premier lieu, il a et6 montr6 que les tumeurs solides et 
les cancers letaux qui se developpent dans des tissus ou regne une faible 
concentration en oxygene (conditions d'hypoxie), possedent un phenotype 
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faisant intervener la glycolyse comme voie unique de production d'energie. II a 
6t6 6galement montre que les cellules de ce type se caracterisent aussi par une 
. absence d'activite de la glyc6rol kinase, une enzyme particuliere qui permet aux 
cellules saines d'utiliser le glycerol en remplacement du glucose. 

L'approche GRH propose done d'inhiber la voie de la 
glycolyse dans toutes les cellules du patient tout en lui dispensant une dose 
suffisante de glycerol en guise de source unique d ! 6nergie. Les cellules 
cancereuses dont la glycolyse represente la voie primordiale de synthase d ! ATP 
se trouvent ainsi M affam6es M ne pouvant utiliser ni le glucose, ni le glycerol 
comme source d'6nergie alternative au glucose. Les cellules saines, quant a elles, 
grace a Tactivite glyc6rol-kinase et d'autres enzymes de la partie inferieure de la 
glycolyse (celle des trioses) peuvent utiliser le glycerol pour la synthese du 
pyruvate. On affame done les cellules cancereuses tout en assurant aux tissus 
sains un apport &ierg6tique convenable. 

Cependant, k ce jour, encore aucun traitement anti- 
canc6reux empruntant l'approche GRH n'a pu etre mis en oeuvre en raison de 
Tabsence d'inhibiteurs suffisamment efficaces de la glycolyse, et plus 
particulierement d ! inhibiteurs d ! ime des enzymes de la partie sup6rieure de la 
glycolyse (celle des hexoses). 

De meme, la glycolyse repr6sentant la seule voie de 
synthase energetique pour de nombreux parasites, le blocage de la glycolyse peut 
etre 6galement une approche tres prometteuse pour le traitement de nombreuses 
pathologies d'origine parasitaire. 

II existe ainsi actuellement une reelle necessite de pouvoir 
disposer d'au moins un inhibiteur efficace de la glycolyse, notamment dans la 
perspective de surmonter le cancer ainsi que certaines maladies parasitaires, ou 
dans le cadre d^radiquer tout organisme pour lequel la glycolyse repr6sente une 
voie de synthese d f 6nergie principale, voire essentielle. 

La presente invention vise k pallier les lacunes 
pr6c6demment signalees en proposant de nouveaux composes chimiques ayant la 
capacite d'inhiber la glycolyse et en particulier Tactivit6 des aldolases de classe I. 
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^ L'invention vise plus particulterement a proposer des 
composes qui par leur efficacite ^inhibition des aldolases peuvent etre utilises a 
titre de medicaments, c'est-a-dire efficacement et ceci k des doses therapeutiques 
-notamment dans le cadre de traitements du cancer-. 

5 L'invention a 6galement pour objectif de proposer des 

applications de ces composes a titre d'agents inhibiteurs de la glycolyse, a 
l'exception des applications therapeutiques. Par extension, 1'inventioii tend a 
proposer de nouveaux medicaments, notamment pour le traitement du cancer 
et/ou des maladies parasitaires. - 

io Enfin, l'invention a pour objectif de proposer un proc6de de 

synthese des composes selon l'invention, de mise en oeuvre k la fois simple, 
quantitative et peu couteuse, en d'autres termes, un procede compatible avec les 
contraintes economiques d'une production k l'6chelle industrielle. 

Dans tout le texte, on adopte la terminologie suivante : 

15 - maillon aromatique : cycle conjugue d'un noyau 

aromatique dans lequel les electrons libres peuvent se deplacer d'un atome de 
carbone a un autre sans se lier a aucun d f eux (delocalisation des electrons par 
effet de resonance), et d'un atome de carbone d'un maillon a un atome de carbone 
d'un autre maillon ; les noyaux aromatiques de type naphtalene mis en oeuvre 

20 dans l'invention presentent ainsi une altemance de liaisons simples (liaisons a) et 
doubles (liaisons 7i), conduisant a un systeme d'electrons n fortement delocalises 
entre les deux maillons aromatiques formant ces noyaux, 

- mimetique du groupement phosphate : substituant d'un 
compos6 chimique, autre qu'im groupement phosphate, adapte pour ameliorer la 

25 biodisponibilite du compost chimique au niveau de sa cible proteique (l'aldolase) 
dans le cadre de T invention ; les mim6tiques du groupement phosphate peuvent. 
etre de deux types : des groupements protecteurs en2ymolabiles ou des analogues 
stables du phosphate, 

- groupement protecteur enzymolabile : mimetique du 
30 groupement phosphate adapte pour permettre la diffusion passive du compos 6 k 

travers des systemes membranaires cellulaires ou parasitaires, selon une methode 
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de masquage de charges puis pour subir, a l'interieur de la cellule ou du parasite,, 
une transformation (ou deprotection) enzymatique de fa9on a pouvoir gen6rer un 
groupement phosphate ou un analogue stable du phosphate, 

analogue stable du phosphate : mimetique du 
5 groupement phosphate qui par comparaison a un groupement phosphate presente 
une stabilite am61ioree vis-a-vis des conditions physiologiques -notemment pH 
et/ou environnement enzymatique-. 

L'invention concerne un compose aromatique comprenant 
un groupement aldehyde, un groupement ph6nol et un groupement phosphate ou 
10 un mimetique du groupement phosphate, tel qu f un groupement protecteur 
enzymolabile ou un analogue stable du phosphate, caracterise : 

en ce que son noyau aromatique est forme par la condensation de deux 
maillons aromatiques de type benzenique, 
■ - et en ce qu'il repond k la formule generate suivante : 




00 



dans laquelle : 

• le groupement aldehyde (-CHO) et le groupement phenol (-OH) sont 
fix6s a deux atomes de carbone adjacents d ! un m§me maillon 
aromatique, dit premier maillon aromatique, 

• et, fixe a un atome de carbone d'un deuxieme maillon aromatique, dit 
second maillon aromatique, R est un groupement phosphate ou un 
mimetique du groupement phosphate. 

Bien que les m6canismes r6els de rinhibition des aldolases 
de classe I ne soient pas definitivement 61ucid6s spScifiquement pour chacun des 
composes de Tinvention, les travaux des inventeurs sur certains de ceux-ci ainsi 
que les travaux de modelisation du site actif de differentes aldolases de classe I, 
permettent d'envisager une inhibition efQcace de ces aldolases grace a des 
composes qui repondent k la definition precedente. 



20 



25 



30 
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L f invention a ainsi permis de montrer que la presence 
simultanee d'un groupement phosphate, d ! un groupement hydroxyle et d ! un 
groupement aldehyde, greff6s a une structure chimique de geometrie plane telle 
qu'un noyau aromatique de type naphtalene, est ndcessaire pour generer une 
5 bonne reconnaissance et une affinite appreciable avec le site actif des aldolases. 

Le groupement phosphate est essentiel k la reconnaissance 
de Tinhibiteur par Paldolase. Le groupement phosphate s'ins&re k l'interieur de 
la poche de reconnaissance* de ren2yme et pemiet au compost aromatique 
d'adopter une bonne orientation a l'interieur du site actif. Le compose 

10 aromatique expose alors les groupements aldehyde et phenol k bonne distance 
d'au moins un des trois residus de lysine (Lys-107, Lys-146, Lys-229) du site 
actif, de fa9on a former avec celui-ci, a pH physiologique, une liaison stable de 
type imine proton6e ou base de Schiff. L'exigence de la disposition du 
groupement phosphate sur un maillon aromatique autre que celui occup6 par 

15 l'aldehyde et lTiydroxyle, a ainsi une grande importance. En effet, un noyau 
aromatique de type naphtalene permet de positionner Thydroxyle et l'aldehyde a 
une distance du groupement phosphate particulierement appropriee pour une 
bonne affinite du compos6 vis-^-vis des aldolases ; la distance separant le 
groupement phosphate de Taldehyde et de Thydroxyle conduit a une 

20 reconnaissance du groupement phosphate par les aldolases et a la stabilisation du 
compost dans le site actif, par le biais d'un des trois r6sidus de lysine, avec une 
tres faible contrainte exerc6e sur le compose et done une faible d6pense 
d'energie, 

D'autre part, les positions respectives de Taldehyde et de 
25 l'hydroxyle par rapport au phosphate jouent un role important dans la selectivity 
d f une aldolase particulikre pour un compost bien defini selon Tinvention. 

Enfin, la presence des groupements hydroxyle et aldehyde 
sur deux atomes de carbone adjacents d'un meme maillon aromatique est 
primordiale et gouveme la formation de cette liaison particuliere au niveau du 
30 site actif des aldolases de classe L Le groupement hydroxyle joue 
vraisemblablement un role de catalyseur acide lors de la dSshydratation de la 
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carbinolamine intermediaire et intervient ensuite vraisemblablement dans la 
stabilisation de la base de Schiff protonee, g6nerant ainsi nne inhibition efficace 
quasi-irreversible, voire irreversible. 

Un noyau aromatique de type naphtatene sur lequel sont 

5 greffes les groupements phosphate, aldehyde et phenol a des positions 
particulieres, permet egalement et avantageusement de definir un compose a 
g6om6trie plane conformationtiellement plus contrainte que les substrats des 
aldolases (Fru(l,6)P 2 > GAP, DHAP), et de dimensions adaptees, respectant a la 
fois les contraintes d'accessibilite du compose au site actif des aldolases, et 

l o d f encombrement sterique a ce niveau. 

De tels composes aromatiques sont done susceptibles 
d'occuper le site actif des aldolases de classe I de sorte que la fixation et le 
clivage du Fructose- 1,6-bisphosphate puissent etre empech6s 5 et in fine, de fapon 
a entrainer le blocage de la glycolyse. De tels composes aromatiques sont ainsi 

15 susceptibles d'inhiber de fa9on efficace les aldolases de cellules eucaryotes et/ou 
de parasites, et done de bloquer la glycolyse des cellules eucaryotes et/ou 
parasitaires. 

Cependant, lorsqu'une inhibition intracellulaire et/ou 
intraparasitaire est souhaitde, Tetat d T ionisation du groupement phosphate, 
20 necessaire a la reconnaissance et h Tencrage d'un compos6 selon Tinvention au 
site actif des aldolases, engendre un probleme pour le passage de ces inhibiteurs 
a travers la membrane cellulaire, se traduisant par une mauvaise biodisponibilite 
de ces composes d'ou lme faible activite globale. 

Une premiere approche permettant ^ameliorer la 
25 biodisponibilite d ! un compos6 phosphate, consiste a proteger les groupements 
phosphates de fa?on a masquer temporairement ces charges -notamment au 
moyen de groupements protecteurs enzymolabiles-, et ainsi permettre leur 
passage de fa9on passive & travers des membranes cellulaireS. 

Par ailleurs, le pH, notamment dans les tissus vivants, 
30 cellules et parasites, peut etre a l-origine d'un clivage spontan6 du groupement 
phosphate. De meme, de nombreuses enzymes -notamment les phosphatases- 
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sont capables de cliver la liaison cycle aromatique-phosphate. Aussi, pour les 
applications sur des tissus, cellules, parasites vivants, il est preferable de 
substituer ces groupements phosphates par des mim6tiques, notamment des 
analogues stables du phosphate. 

Avantageusement, un mimetique du groupement phosphate 

est choisi parmi : 

un groupement protecteur enzymolabile adapte pour permettre audit 
compose aromatique un passage passif a travers des systemes membranaires 
cellulaires et/ou parasitaires et pour pouvoir gen6rer, une fois a Tinterieur 
d'une cellule ou d f un parasite, la formation d ! un groupement phosphate ou 
d ? un analogue stable du groupement phosphate, 

un analogue stable du phosphate adapte pour preserver le compose 
aromatique d ! une d6phosphorylation spontanee et/ou enzymatique 
-notamment par les phosphatases cellulaires et/ou parasitaires-. 

A titre d'exemples non limitatifs de composes selon 
Tinvention susceptibles d'inhiber les aldolases, on peut citer des composes qui, 
selon la nomenclature officielle, peuvent etre d6sign6s par : le 5-formyl-6- 
hydrdxy-2-naphtylphosphate, le 6-formyl-5-hydroxy-2-naphtylphosphate, le 4- 
formyl-5-hydroxy-l-naphtylphosphate, le 5-formyl-4-hydroxy-l -naphtyl- 
phosphate, le 4-fonnyl-3-hydroxy-2-naphtylphosphate, le 3-formyl-4-hydroxy-2- 
naphtylphosphate, le 3-formyl-2-hydroxy-l-naphtylphosphate, le 2-formyl-3- 
hydroxy-l-naphtylphosphate, ou xm derive de ces derniers obtenu par la 
substitution du groupement phosphate par un mimetique du groupement 
phosphate selon rinvention. 

Avantageusement, un compose aromatique selon 
Tinvention a pour formule generale : 
OH 

.CHO (n) 

a i j 

Ri 

ob Rj est un groupement phosphate ou un mimetique du groupement phosphate. 
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Lorsque R x est un groupement phosphate, le compose 
aromatique selon la formule generate (II) est alors designe, conformernent a la 
•nomenclature officielle, par le 5-fonnyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate (designe par 
la suite par FHN-P). Aussi, un compose selon Pinvention et de formule gen6rale 
5 (II) peut etre le 5-formyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate ou un derive de ce dernier, 
obtenu par une substitution du groupement phosphate par un mimetique selon 
Tinvention. 

Des etudes d'interaction du FHN-P avec les aldolases de 
classe I, plus.particulierement avec Taldolase de muscle de lapin, ont ete realisees 

10 par spectroscopic UV/visible de difference et par spectrometrie de masse 
61ectrospray. Ces etudes ont 6te completees a la fois par des analyses de 
cinetiques enzymatiques et des experiences utilisant des aldolases mutees. 

Sur Taldolase de muscle de lapin, rinvention a permis de 
mettre en evidence la formation d'une base de Schiff entre le groupement 

15 aldehyde du compose aromatique selon Tinvention et Tenzyme. Elles ont 
6galement permis de montrer Timplication du r6sidu Lys-107 dans la formation 
de cette base de Schiff, Enfin, Tinhibition de Valdolase de muscle de lapin par le 
FHN-P a et6 definie comme etant ime inhibition reversible d6pendante du temps 
("slow-binding inhibition"). Ce type dinhibition, outre le fait de presenter un 

20 haut degre de selectivity, se caracterise par une fixation lente de Tinhibiteur a 
Tenzyme qui peut etre aussi efScace qu ! une inhibition realisee par un inhibiteur 
de type irreversible chimiquement reactif (Morrison et Walsch, 1988, Adv. 
Enzymol. Relat. Aeras Mol. Biol., 61:201-301). L'inhibition de Taldplase de 
muscle de lapin par le FHN-P se caracterise par une constante globale 

25 d'inhibition K t * de Tordre de 25 nM. Ainsi, ce compose repr£sente a ce jour 
Tinhibiteur r6versible dependant du temps le plus puissant vis-^-vis des aldolases 
de classe I. Qui plus est, comme toute inhibition impliquant la formation d'une 
base de Schiff entre inhibiteur et un residu de lysine, cette inhibition peut etre 
rendue irreversible par un traitement au borohydride de sodium du complexe 

30 inhibiteur-enzyme. 
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II est k noter qu'un compose tel que le 2-(4-formyl-3- 
hydroxyphenyl)-l -ethylene dihydrog6ne phosphate peut etre considere dans 
Tinhibition des aldolases comme un equivalent de FHN-P. En effet, ce compose 
repond, de fa9on tres comparable au FHN-P, aux conditions necessaires a 

5 Tinhibition des aldolases, precedemment expos6es. La presence du groupement 
phosphate de ce compose permet tout d'abord une reconnaissance par les 
aldolases. Ce compose tout comme le FHN-P s'oriente alors a rinterieur du site 
actif et, compte tenu de la distance separant le groupement phosphate des 
groupements aldehyde et phenol, tres sensiblement identique k celle des. 

10 groupements de FHN-P, il expose au proche voisinage d'un des r6sidus de lysine 
ses groupements aldehyde et phenol. 

Avantageusement, un groupement protecteur enzymolabile 
selon Tinvention est un groupement de nature a Stre deprotege par une(des) 
esterase(s) intracellulaire(s). 

15 Avantageusement, et selon l'invention ce groupement 

protecteur enzymolabile pr^sente la formule generate suivante : 

^V° r> (m) 

ou R 1 peut etre choisi panni un des groupements suivants : 



20 



25 



-CH 2 " Xt ^ ^ 



Un compose aromatique selon l'invention presente ainsi un 
groupement protecteur en2ymolabile, dit de type oxymethylester. Les 
mecanismes de deprotection d'un tel groupement enzymolabile sont notamment 
decrits par Farquhar et al, 1983 (J. Pharm. ScL, 72:324-325), et par Srivastva et 
30 al, 1984 (Bioorg. Chem., 12:118-124). 
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Avantageusement, selon une autre variante, un groupement 
protecteur enzymolabile selon l'invention, de nature a etre deprotege par des 
esterases intracellulaires, presente la formule generale suivante : 



5 



10 



15 



30 



OR" (VI) 



?' 

' OR" 

ou R" peut Stre choisi parmi un des groupements suivants 




-CH 2 ^ "s^\ E t (vn) 
-CH 2 -^^NcMi 



ie 3 




(VIII) 

-CH 2 >CHMe 2 
-CH 2 ^N:H 2 CHMe 2 . ^ 

Bien que les groupements protecteurs enzyraolabiles de 
20 type thioester font intervenir pour leur deprotection les memes enzymes que pour 
les groupements protecteurs enzymolabiles de type oxymethylester, le 
mecanisme r6actionnel est cependant bien different et est notamment decrit par 
Lefebvre et al, 1995 (J. Med. Chem., 38:3941-3950). 

Selon une variante de realisation en matiere de masquage 
25 temporaire de charge, un groupement protecteur enzymolabile selon l'invention 
est susceptible d'etre deprotege par une(des) reductase(s) intracellulaire(s). 

Avantageusement, selon cette variante de realisation, un 
groupement protecteur enzymolabile r6pond a la formule generale suivante : 



J^»»OR"' (XI) 



?' 

' OR"' 

ou R'" peut etre choisi parmi un des groupements suivants 
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5 Les mecanismes de deprotection d'un tel groupement 

protecteur enzymolabile bnt et6 decrits par Puech et a/., 1993 (Antiviral Res., 
22:155-174). 

II est bien entendu possible de pallier T6tat ionise du 
groupement phosphate de certains composes aromatiques selon Tinvention par 

10 des techniques autres que le masquage de charges par des groupements 
protecteurs enzymolabiles. Selon Tapplication envisag6e (sur des aldolases 
extraites ou non de cellules), on pourra preferer avoir recours a un encapsulage 
particulier (forme gallenique), ou a une technique d'administration particuliere 
(m6thodes d'injections), en complement ou en remplacement des groupements 

15 protecteurs enzymolabiles, et notamment ceux precedemment cites. 

Avantageusement, un analogue stable du phosphate selon 
Tinvention peut etre choisi parmi Tun des groupements suivants : 

- le m6thyl6nephosphonate, 

- le difluoromethyldnephosphonate, 

20 - le monofluoromethyldnephosphonate, 

notamment d6crits dans Nieschalk J. et al, 1996 (Tetrahedron Lett., 
52(1):165-176). 

Avantageusement et selon Tinvention, un atome 
d'hydrogene d ! au moins un des atomes de carbone d'au moins un des maillons 

25 aromatiques est substitud par un substituant, dit substituant hydrophobe adapte 
pour amdliorer Thydrophobicite globale du compose. La presence d'un tel 
groupement facilite Taccfes d f un compos6 aromatique selon Tinvention au site 
actif, relativement hydrophobe, des aldolases. II convient en outre de choisir un 
groupement compatible avec la synthase du compost selon Tinvention et de tenir 

30 compte des contraintes d'encombrement st6rique au niveau du site actif des 
aldolases. 



WO 2005/012313 PCT/FR2004/001664 

13 

Avantageusement, chacun des substituants hydrophobes 
selon Tinvention est un groupement alkyle de chaine principale comprenant au 
maximum trois atomes de carbone. 

L'invention conceme en outre un compose aromatique 
5 selon Tinvention pour ses utilisations comme agent inhibiteur de Tactivite des 
aldolases de classe I, et par extrapolation, comme agent inhibiteur de la 
glycolyse, chez les organismes eucaryotes. Avantageusement, Tutilisation d f un 
compost aromatique se fait dans un cadre non th6rapeutique. 

Avantageusement et selon Tinvention, un compose 
io aromatique utilise a cette fin est susceptible de presenter une constante 
d'inMbition K { des aldolases infSrieure a 25 fiM, notamment inferieure a 50 nM 
-typiquement de Tordre de 25 nM-. 

Avantageusement et selon Tinvention, un compose 
aromatique utilis6 k cette fin est susceptible d'inhiber au moins line aldolase de 
15 fa9on irreversible ou quasi irr6versible. 

L'invention s'etend k un procSde d'inhibition d'aldolases 
extracellulaires ou intracellulaires, avantageusement a Texception des aldolases 
intracellulaires de cellules vivantes non isolees d f un corps humain ou d*un corps 
animal ou d'un embryon humain, dans lequel on met ces aldolases au contact d'au 
20 moins un compose aromatique selon Tinvention, au moins en quantite suffisante 
pour induire un effet notable sur Tactivite des aldolases. 

Avantageusement, un precede selon Tinvention est 
applique a Tinhibition de la glycolyse cellulaire. 

Avantageusement, un procede selon Tinvention peut etre 
25 applique pour enrayer le developpement d'une cellule cancereuse. 

L'invention s f 6tend aussi a un medicament comprenant un 
compos6 aromatique selon Tinvention. 

Dans la lutte contre le cancer, difKrentes approches 
therapeutiques ont ete imagin6es (chimioth6rapie, radiolherapie, chirurgie,...) et 
30 de nombreux traitements sont aujourd'hui utilises. Toutefois, a ce jour, il n'existe 
aucun traitement totalement efficace contre les cancers. Le choix des traitements 
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actuels se fait generalement en fonction du type de tissu et des organes atteints, 
ainsi que du degre de diffusion et de la malignite. Cependant,. beaucoup de 
traitements sont mal supportes a plus ou moins long terme par les patients. De ce 
fait, une approche multi-therapeutique est generalement prescrite, d'ou la 

5 n6cessite de pouvoir disposer de differents traitements pour pouvoir soigner un 
meme type de cancer et qu'il sera possible de prescrire. alternativement a un 
patient. La possibility de pouvoir mettre en oeuvre Tapproche GRH donnerait 
lieu a de nouveaux traitements et ainsi un grand progres dans la lutte contre le 
cancer. Un compose aromatique selon 1'invention permet de mettre en oeuvre tres 

10 favorablement l'approche GRH. 

L'invention s'etend ainsi 6galement a Tutilisation d'un 
compose aromatique selon Tinvention pour la fabrication d f un medicament pour 
le traitement du cancer -notamment pour la fabrication d'un medicament pour le 
traitement du cancer s'effectuant selon l'approche GRH-. 

15 L ! invention s'6tend aussi k un procede de synthese d ! un 

compost aromatique selon Tinvention. 

Selon un premier aspect de Tinvention, le.proc6d6 permet la 
synthese d ! un l-hydroxy-2-naphtald6hyde phosphoryle sur un atome de carbone 
du deuxifeme maillon aromatique. 

20 Avantageusement, un proc6de de synthese selon Tinvention 

comprend une etape de phosphorylation d'un compose 2-naphtaldehyde 
dihydroxyle, hydroxyle sur Tatome de carbone 1 du premier maillon aromatique 
et sur un des atomes de carbone du second maillon aromatique, ladite 
phosphorylation correspondant a une substitution du groupement hydroxyle du 

25 second maillon aromatique par un groupement phosphate. 

Avantageusement et selon Tinvention, Tetape de 
phosphorylation est initi6e par la technique du triethyl phosphite, pyridine et 
iode, dans une solution de CH 2 C1 2 /THF (Stowel J.K. et al, 1995, Tetrahedron 
Lett., 36:182-185 ; Ladame S. et a/., 2001, Phosphorus, Sulfur and Silicon, 

30 174:37-47). 
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Avantageusement et selon l'invention, la phosphorylation 
est effectuee sur le l,6-dihydroxy-2-naphtaldehyde pour aboutir, apres 
deprotection (Page P. et a/., 1999, Bioor. Med. Chem., 7:1403-1412), au 
5-formyl-6-liydroxy-2-naphtylphosphate (FHNtP) . 

5 L'invention concerne aussi un compose aromatique 

inhibiteur d'aldolase, un procede d'inhibition des aldolases et de la glycolyse, 
ainsi qu'un medicament, caracterises en combinaison par tout ou partie des 
caracteristiques mentionn6es ci-dessus ou ci-apres. 

D f autres-buts, caracteristiques et avantages de T invention 

io apparaissent a la lecture des exemples qui suivent. Les figures 1 & 5 illustrent les 
resultats obtenus dans ces exemples. 

M6thodes de svnthese et d'analvse phvsico-chimique 
Toutes les reactions sensibles a rhumidit6 ont et6 r6alis6es 
sous atmosphere d ! argon dans des conditions anhydres. 

15 Le tetrahydrofurane (THF) et Tether 6thylique sont distilles 

sur sodium/benzoph6none. Le dichloromethane est distille sur P 2 0 5 . La pyridine 
et la tri6thylamine sont distillees sur de la potasse. Le methanol est distille en 
presence d ! une quantite faible de sodium. Les solvants pour les chromatographies 
liquides k haute pression (HPLC) sont utilises sans autres purifications. 

20 devolution des reactions a ete suivie par chromatographie 

sur couche mince (CCM) sur plaque de silice (Merck 60-F254) en utilisant des 
systemes d'61uants appropries. Les produits ont ete revetes par irradiation UV 
(A,=254nm et 366 nm) ou par utilisation de vapeur d'iode ou de revelateur 
specifique comme le zinzade (molybdate d'ammonium) pour les produits 

25 phosphoryl6s, ou le r6v61ateur de Pancaldi contenant 5% de sulfate de c6rium 
(IV), une solution aqueuse d'acide sulfurique a 6% et 8% de molybdate 
d'ammonium. 

Les produits ont 6t6 purifi6s par chromatographie flash sur 
gel de silice (Merck-60, 230-400 mesh) ou bien par chromatographie liquide k 
30 haute pression (HPLC) preparative sur colonne phase inverse CI 8 (Macherey- 
Nagel polygoprep CI 8, 12-25 jim, 60A) avec des systemes d'eluants approprtes. 
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Les spectres RMN l K 9 13 C et 31 P out 6te enregistres sur des 
spectrometres Bruker AC 200 ou AC 250. Les d6placements chimiques (5) sont 
exprimes en ppm, a partir du tetramethylsilane pour les noyaux *H et l3 C, a partir . 
de l'acide phosphorique pour le noyau 31 P. Les valeurs des constantes de 
5 couplages sont exprimees en Hz. Les abreviations suivantes ont ete utilisees : s, 
singulet ; se singulet elargi ; d, doublet ; t, triplet ; q, quadruplet et m, multiplet. 

Les spectres de masse (DCI) sont realises sur un 
spectrometre quadripolaire Nermag R10- 10. 

Les analyses elementaires ont ete effectuees sur un appareil 

10 Eager 200. 

EXEMPLE 1 : Svnthese du 5-formvl-6-hvdroxv-2- 
naphtvlphosnhate fFHN-P) : 

Le l,6-dihydroxy-2-naphtaldehyde (0,21 g ; 1,1 mmol), 
pr6alablement synthetis6 (Jonhson W.SJ. et Shelberg W.E., 1945, J. Am. Chem. 

15 Soc 5 67:1745-1753 ; Jonhson W.SJ. et al 9 1944, J. Am. Chem. Soc, 
66:218-222 ; Bilger C. et aL, 1987, Eur. J. Med. Chem., 22:363-365), est mis en 
solution dans du CH 2 C1 2 (34 ml). On ajoute de la pyridine anhydre (0,1 ml ; 1,24 
mmol) maintenue k 0°C. On ajoute alors un melange de iode (0,1 g ; 1,2 mmol) 
et de tri6thyle phosphite (0,23 ml ; 1,32 mmol) dissous dans du CH 2 C1 2 (10 ml). 

20 Uensemble est maintenu sous agitation a 0°C pendant 1 heure puis laiss6 a 
temperature ambiante. De Teau (20 ml) est ajoutee. La phase organique est lavee 
avec de la saumure (solution d f eau saturee en NaCl) puis sechee sur du MgS0 4 . 
On supprime le solvant k pression reduite. Apres chromatographie flash 
(CH 2 C1 2 ), une huile de couleur jaune est obtenue (0,11 g ; 31%) : le l-hydroxy-2- 

25 naphtaldehyde-6-diethylphosphate. 

Du bromotrim6thylsilane (0,15 ml ; 1,1 mmol) est ajout6 
lentement sous agitation a la solution de l-hydroxy-2-naphtald6hyde-6- 
di6thylphosphate (0,054 g ; 0,17 mmol) pr6c6demment obtenue, en solution dans 
du CH 2 C1 2 anhydre (200 pi) sous atmosphere d'azote. Le melange obtenu est 

30 agit6 pendant 3 heures a temperature ambiante. Du Et 2 0/H 2 0 (10:1) est alors 
ajoute et la phase organique obtenue est lav6e k Teau. Le pH de la phase aqueuse 
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est ajuste a 7,6 avec de la soude 1 M. La solution est lyophilisee pour aboutir k 
une poudre blanche (0,050 g ; 96%) de 5-formyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate 
(FHN-P) sous forme de sel de sodium. 

l H NMR (250 MHz, D 2 0) : 87,11 (d, ^=8,50 Hz, 1H, H3) ; 7,34 (d, 
5 Vm=8,00 Hz, 1H, H7) ; 7,41 (se, 1H, H5) ; 8,24 (d, 5 .W 5 =8,50 Hz, 1H, H4) ; 
9,84 (d, V M7 =8,00 Hz, 1H, H8) ; 9,91 (s, 1H, CHO). 

13 C NMR (50 MHz, D 2 0) : 5114,73 (C2) ; 116,93- (C10) : 118,32 (d, ^=3,57 
Hz, C5) ; 120,13 (C8) ; 123,36 (d, V C . P -5,00 Hz, C7) ; 123,42 (C9) : 126,72 
(C3) ; 128,31 (C4) ; 142,35 (CI) ; 158,49 (d, V C . P =6,00 Hz, C6) ; 1-98,32 (CHO). 

io 31 P NMR (81 MHz, D 2 0) : 50,56. 

Spectrometrie de massfc (FAB) : 261,X m J i 2 0 (pH 7,6) : 392 nm (e5100 M^cm" 1 ), 
277 nm (s4650 M'W 1 ). 

EXEMPLB 2 : Activite inhibitrice de Taldolase de muscle 
de lapin CRM) par FHN-P 

15 • M6thode d'analvse : 

L'activite aldolase a 6te mesuree au moyen d'un systeme de 
tests enzymatiques couples : le systeme txiose-phosphate isom6rase et glycerol-3- 
phosphate deshydrogenase (TIM/GDH) en suivant l'oxydation du NADH 
(Boehringer-Maimheim, France), a 340 nm, au moyen d'un spectrophotometre 

20 SAFAS thermostat^ a 25°C. Les tests ont 6t6 inities par addition du substrat (le 
Fru(l,6)P 2 ; 1 niM en concentration finale), pour completer une solution 
d'aldolase realisee dans un tampon triethanolamine (tampon TEA) (100 mM 
TEA/HC1 ; 50 mM NaCl ; 1 mM EDTA, pH 7,6 ; de force ionique 0,15), 0,42 
mM de NADH, et contenant les deux systemes enzymatiques (10 )ig/ml de GDH 

25 et 1 jig/ml de TIM) pour un volume final de 1 ml. La construction, la 
surexpression et la purification de Taldolase recombinante ont 6t6 realisees selon 
Morris A.J. et a/., 1993, (J. Biol. Chem., 265:1095-1100) et Berthiaume L. et a/., 
1993 (J. Biol. Chem., 268:10826-10835). 

Le taux de clivage du substrat est d6termin6 en mesurant la 

30 d6croissance de Tabsorbance/minute & 340 nm. L'aldolase est dialysee toute la 
nuit a 4°C contre un tampon TEA avant utilisation. La concentration en proteine 
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est ddterminee par spectrophotom6trie en utilisant comme coefficient d'extinction 
8280=0,91 ml.mg^.cnr 1 . La concentration de sous-unites est determin.ee en se 
basant sur un poids mol6culaire de 159 000 pour un tetramere d'aldolase. 

- Methode cinetique : 

5 Dans le cas present, rinhibition reversible dependante du 

temps ("Slow binding inhibition") implique la formation rapide d ! un equilibre 
entre l'enzyme E et 1'inhibiteur I, suivie d'un complexe initial EI qui subit une 
isomerisation lente et reversible vers un complexe EI* cinetiquement plus stable, 
comme montre dans le schema reactionnel et dans les Equations reactionnelles 

10 presentes k la Figure 1, oil represente la constante globale d'inhibition, K ( la 
constante de dissociation du complexe de Michaelis EI, rapidement fonn6, et K d 
la constante de dissociation du complexe EI*. 

- Caracterisation de rinhibition reversible dependante du temps : 

En absence du substrat la constante de vitesse apparente 
15 d'ordre 1 (k app ) d6crivant la formation du complexe EI* est definie par l'equation 
eqn.(l) (Figure 1) (Morrison et Walsh, 1988, Adv. Enzymol. Relat. Aeras Mol. 
Biol, 61:201-300). 

La valeur de fc w reflate la cinetique de saturation lorsque 
la concentration d'inhibiteur [I] croit, elle varie entre des limites basse et haute, 
20 respectivement, de k. 2 et k 2 +k. 2 . 

A l'equilibre, lorsque [EI*]>[EI], on utilise Tequation 
eqn.(2) (Figure 1), ou [E] t et [I] t representent les concentrations initiales, 
respectivement, de Tenzyme et de Tinhibiteur ; et K d est la constante de 
dissociation du complexe EI* (Segal I.H., 1975, Enzyme kinetics : Behavior and 
25 Analysis of Steady-State and Rapid Equilibrium Enzyme Systems, Willey- 
Interscience, New- York). 

Dans la situation extreme ou K 2 tend vers zero, un 
inhibiteur reversible d6pendant du temps peut s ! apparenter h un inhibiteur 
irreversible dirig6 contre le site actif. Dans cetfe situation, l f 6quation eqn.(3) est 
30 utilisee pour ce type d'irihibition (Meloche H.P., 1967, Biochemistry, 6:2273- 
2280). Le temps de demi-inactivation de l f enz3one (t 1/2 ) se d6finit comme etant 
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une fonction de la concentration de rinhibiteur reciproque et est representee 
graphiquement par une droite coupant l'axe des ordonnees en ln(2/& 2 ) et coupant 
l'axe des abscisses en -\IK t . 
• Protocole experimental : 

5 L'aldolase native (5 |iM de sous-unites) est incubee en 

presence de FHN-P (0,05-1 mM) dans le tampon TEA. Uactivite enzymatique 
est analys6e en fonction du temps avec des aliquots de 10 pi 

La cinetiqufe deactivation suit une cinetique de pseudo 
premier ordre et les parametres cinetiques K f et k 2 sont determines en utilisant 

10 Tequation eqn.(3). Pour determiner le taux de reactivation, Taldolase (25 pM de 
sous-unites dans le tampon TEA) est incubee avec 500 \iM de FHN-P jusqu'a 
obtenir 90% deactivation. L'exces d'inhibiteur est enlev6 par ultrafiltration en 
utilisant une membrane (Millipore) PM-30. Le complexe enzyme-inhibiteur est 
incube dans le tampon TEA (15 p,M de sous-unites en concentration finale) 

15 contenant l f hexitol-P 2 (10 mM). Des aliquots (10 jliI) sont preleves a diff6rents 
temps pour mesurer Tactivite aldolase. 

Les controles consistent a repeter le protocole sans FHN-P. 
Le processus de reactivation est analyse comme si c'etait ime reaction d'ordre 1. 
- Suivi par spectroscopic UV/visible de difference. 

20 Les spectres d'absorption sont mesures en utilisant un 

spectrophotometre Cary IE Varian thermostate a 25°C. Le meme tampon TEA 
est utilise pour les titrations et les analyses d ! activite. Les spectres d'absorption 
sont mesures par deux methodes differentes, notamment decrites dans Gefflaut T. 
et al. 9 1986 (Bioorg. Med. Chem., 4:2043-2054) et Blonski C. et aL, 1997 

25 (Biochem. J., 323:71-77). 

Pour la methode A, les spectres d ! absorption sont 
enregistres en fonction temps, soit entre 250 et 500 nm, soit a des longueurs 
d'onde correspondant h l'absorption maximale ou minimale. Les mesures sont 
initiees par addition de FHN-P a differentes concentrations finales (0,1-1 mM) 

30 dans le tampon TEA renfermant une concentration fixe d f aldolase (10 pM de 
sous-unites). Les spectres d'absorption mesures du complexe enzymatique sont 
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corrig6s avec l'absorbance du tampon, de FHN-P, et de Tenzyme (mesur6es 
separement). Les spectres d ! absorption de difference ainsi obtenus sont utilises 
pour determiner la valeur des constantes definissant la formation du complexe 
aldolase-inhibiteur. 

5 La methode B est utilisee pour le titration du FHN-P par 

l'acide aminocaproique. Pour chaque analyse au tampon TEA renfermant une 
concentration fixe de FHN-P (10 jliM), l'acide aminocaproique est ajout6 pour 
obtenir differentes concentrations finales (0,01-0,2 M). Les spectres d'absorption 
de difference, correspondant a la formation d ! une base de Schiff, sont enregistres 

10 k differents intervalles de temps, puis corriges avec l'absorbance du tampon, de 
l'acide aminocaproique, et de FHN-P (mesurees separement). 

La constante de vitesse apparente d ! ordre 1 (k ajjp ) et les 
variations d'absorption maximales limites (AA^*) sont obtenues pour chaque test 
en appliquant les donnees d f absorption dependantes du temps k l'equation 

15 cinetique d'ordre 1 (ou k l'ensemble des deux mecanismes cin6tiques d'ordre 1). 
La constante de dissociation (2Q de la base de Schiff formee entre le FHN-P et 
l'acide aminocaproique est obtenue h partir des differences d'absorption 
determines k l'6quilibre en utilisant l'equation eqn.(2). La valeur de la constante 
de dissociation (2Q du complexe EI rapidement forme et celle de la constante k 2 

20 correspondant a la formation lente du complexe EI* proviennent de l'analyse des 
valeurs des constantes d'ordre 1 selon les equations eqn.(l) ou eqn.(3). 

Tous les tests de spectroscopic UV/visible de difference 
utilisant des aldolases mutants (10 jliM de sous-unites) sont menes en utilisant la 
methode A. 

25 - Suivi pax spectrom6trie de masse electrospray (ESI/MS) 

Les spectres de masse electrospray sont obtenus en mode 
positif sur un quadripole Finnigan Mat TSQ 700. Les aldolases (50 \iM de sous- 
unites dans le tampon TEA) sont incub6es avec 50 jiM de FHN-P jusqu'a 
atteindre 60±5 % deactivation. L'exces d ! inhibiteur est supprime par 

30 ultrafiltration au tampon acetate d'ammonium (10 mM, pH 5,5). Les 6chantillons 
sont prepares a environ 10 pmol/[il dans H 2 0/m6thanol (1:1, v/v) avec une 
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concentration finale de 1 mM d'acetate d'ammonium et 0,5% d'acide acetique. 
Les echantillons sont infuses a rinterieur de la source du spectrometre avec un 
debit continu de 4 jil/min. 
• Resultats 

5 - Inhibition reversible dependant du temps de Taldolase par 

FHN-P. 

L'incubation de l'aldolase de muscle de lapin avec le 
FHN-P conduit a une perte de l'activite enzymatique selon une cin6tique 
d f ordre 1. - 

io Le substrat Fru(l, 6)P 2 et le substrat analogue rhexitol-P 2 , 

xm puissant inhibiteur competitif des aldolases, montrent une protection de. 
l'enzyme contre Tinactivation par le FHN-P (Tableau 1), correspondent k une 
inhibition se produisant au niveau du site actif de l'enzyme. 

Les conditions exp6rimentales et les mesures efFectu6es, 

15 reprises dans le tableau 1 ci-apres, sont les suivantes : Taldolase native (RM) de 
muscle de lapin (0,2 mg/ml) est incub6e en pr6sence d'une concentration fixe de 
FHN-P (250 |xM) dans le tampon TEA (volume final de 1 ml ; pH 7,6) avec ou 
sans Fru(l,6)P 2 ou hexitol-P 2 (1 mM) ; Tactivit6 enzymatique des aliquotes est 
analysee apr&s 80 minutes d'incubation. 

20 Par comparaison, dans les memes conditions 

exp6rimentales (decrites dans le Tableau 1), l f analogue non-phosphoryle du 
FHN-P (l,6-dihydroxy-2-naphtald6hyde ou DHNA, a 250 yM) est totalement 
inactif suggerant fortement rimplication fonctionnelle du groupement phosphate 
dans la fixation de FHN-P au site actif de Tenzyme. Les parametres cinetiques 

25 derivent des constantes apparentes d'ordre 1 (k app ) mesurees pour differentes 
concentrations ^inhibiteur (0,01-1,5 mM) selon Tequation eqn.(3) et sont repris 
dans le Tableau 2. 
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Tableau 1 



Conditions 


Activite specifique (Unite/mg) 


RM seul 


12,5±0,5 


RM + FHN-P 


2,8±0,3 


RM + FHN-P + Fru(l ,6)P 2 


5,2±0,4 


RM + FHN-P + hexitol-P 2 


9,9±0,5 


RM + DHNA 


12,5±0,5 


Tableau 2 


Parametres 


Valeur 


K/fiM) 


250±100 


k 2 (min" 1 ) 


0,07±0,01 


k. 2 (min" 1 ) 






40±20 



5 



L'activite enzymatique est r6cuperee pour partie en 
incubant les enzymes inactivees dans une solution depourvue de FHN-P et 
contenant une concentration saturante en hexitol-P 2 (10 mM). La valeur de la 
constante d'ordre 1 (^=l,3±7 5 10' 5 min' 1 ) refletant le recouvrement de l'activite 
10 enzymatique est d'environ quatre ordres infSrieurs a la constante deactivation k 2 . 

FHN-P se comporte done comme un inhibiteur reversible 
dependant du temps. D'apres les valeurs exposees dans le Tableau 2, la constante 
globale de dissociation K ( * peut etre estim6e h 40±20 nM. Par ailleurs, l'activite 
enzymatique ne peut etre restaur6e apres un traitement du complexe enzyme- 
is inhibiteur par le borohydride de sodium, ce qui suggere que le m6canisme 
d'inhibition par FHN-P engendre la formation d'une base de Schiff avec un 
r6sidu de lysine du site actif. 

- Interaction du FHN-P avec l'acide aminocaproique 
Le FHN-P et le groupe e-amino des r6sidus de lysine de 
20 Taldolase ont ete pris comme modele pour la formation de la base de Schiff ; la 
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reaction de FHN-P (IOjiM) avec Tacide aminocaproique (0,1-1 mM) comme 
r&ference, et a ete suivie par spectroscopie UV/visible de difference. La reaction 
modele, representee a la Figure 3 (partie superieure), se caracterise par des 
changements d'absorbance en UV/visible de difference correspondant a deux 

5 maxima a 425 nm (Ae 3730 ± 200 M^cm' 1 ) et a 291 nm (Ae 13080 ± 700 
M^.cm" 1 ), ce qui peut etre attribue a la formation dune base de Schiff. Cette 
reaction modele se caracterise egalement par deux minima a 367 ran (As-740 + 
50 M^cm" 1 ) et a 267 nm (Ae-5650 ± 300 M^.cm" 1 ) resultant de la perte de 
FHN-P k rinterieur-du complexe covalent. La presence des points isosbestiques a 

10 388, 343 et 276 nm indique que les interm6diaires ne s ! accumulent pas et qu'il n ! y 
a pas non plus de reaction secondaire. Les changements d'absorbance 
differentielle k Tequilibre deviennent saturants lorsqu'on augmente les 
concentrations en acide aminocaproique (Figure 2) et la cinetique de reaction 
pour chacune de ces concentrations s'apparente a celle d'un mecanisme 

15 reactionnel de pseudo premier ordre et correspond a une constante d'ordre 2, k 2nd , 
de 0,12 + 0,01 M^.min" 1 a 25°C. La valeur de la constante de dissociation, K d , du 
complexe FHN-P-acide aminocaproique est de 16 ± 3 mM (Figure 2). 

- Interaction entre FHN-P et Taldolase de muscle de lapin 
Lorsque le FHN-P (0,1-1 mM, de concentration finale) est 

20 ajout6 k une solution contenant Taldolase native (10 jliM de sous-unit6s), le 
spectre UV/visible de difference resultant presente des maxima a 43 1 et 293 nm, 
des minima a 376 et 268 nm, et des points isosbestiques & 401 et 279 nm 
(Figure 3, partie inferieure). Les 16geres differences dans les positions de bandes 
avec la reaction modele peuvent etre attribu6es a des differences d'environnement 

25 proteique de FHN-P par rapport au systeme module. L'6volution des spectres de 
differences d'absorbance coincide avec deux mecanismes d'ordre 1 distincts. La 
phase de cin6tique rapide se manifeste par un changement d'absorbance plus 
important et un comportement saturant k concentration 61evee d'inhibiteur, 
corr616e k une perte totale d f activit6 de Tenzyme. Une phase de cin6tique lente est 

30 6galement observee lorsque les analyses sont men6es a des concentrations 
saturantes d'hexitol-P^ (10 mM). Cette phase de cinetique lente, qui correspond a 
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une constante trente fois plus faible et qui contribue a un quart de la variation 
finale d'absorbance n'est pas liee a l'inhibition observee. A ces concentrations 
saturantes, les coefficients d'absorption raolaire relatifs au FHN-P lie sont 
calcules en supposant que les quatre sites actifs des aldolases sont occupes : 
5 Ae 431 = 3600 ± 200 M^cm" 1 ; A8 376 = -2140 ± 1 10 M^cm" 1 ; Ae 293 = 12480 ± 650 
M-'.cm" 1 et Ae 268 = 5080 ± 250 M^cm' 1 . 

La stoechiometrie de la liaison de FHN-P a l'aldolase pour 
une inhibition maximale est coherente avec les absorbances moleculaires 
differentielles provenant du complexe acide ammocaproique-FHN-P, qui predit 
10 au complexe EI* ayant 3,9-4,2 moles de FHN-P H6s par mole d'aldolase 
tetramerique. 

Les parametres cinetiques, K ( et k 2 caracterisant la 
formation du complexe EI* sont determines a partdr des donnees exposees a la 
Figure 4 selon les 6quations eqn.(l) ou eqn.(3) et conduisant aux valeurs de 
15 K t = 1 25 ± 25 uM, k 2 = 0,067 ± 0,004 min" 1 et t, A ~ 6 min. 

La constante globale d'inbibition K t * calculee a partir de 
ces demiers r6sultats correspond a 25 ± 15 nM. 

- Analyse du complexe aldolase-FHN-P par spectrom6trie 
de masse electrospray. 

20 L'analyse en spectrom6trie de masse electrospray d"un 

complexe aldolase-FHN-P a conduit a des masses moleculaires correspondant a : 
un monomere d'aldolase (39212 Da) ; un complexe binaire entre une sous-unite 
d'aldolase et le FHN-P (39460 Da), sous forme de base de Schiff, et des traces de 
complexe tertiaire entre une sous-unite d'aldolase et 2 molecules de FHN-P 

25 (39712 Da) (Figure 5). 

- Interaction entre les mutants de l'aldolase RM et FHN-P 
Les residus de lysine 107, 146 et 229 sont localises au 

niveau des sites actifs de l'aldolase et sont ainsi des condidats pour realiser 
l'inactivation via la formation d'une base de Schiff avec le FHN-P. Pour identifier 
30 quelle lysine est responsable des absorbances differentielles en pr6sence de 
FHN-P, des mutations ponctuelles de ces residus de lysine ont et6 realisees et 
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nominees : K107M (Research Collaborator for Structural Bioinformatics 
Protein Databank), K146M (Blonski C. et aL, 1997, Biochem. J. 323:71-77) et 
K229M (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein 
Databank). La comparaisori des coordonnees atomiques de K107M, K229M, et 

5 de l'enzyme native, montre que ces mutants de structure sont isomorphes par 
rapport k Tenzyme sauvage (les deviations standard ("rms deviations") des 
coordonnees atomiques par rapport a Taldolase natif est de 0,41 A et 0,48 A 
respectivement pour les structures K107M et K229M). La spectroscopic 
UV/visible de difference (methode A) a et6 utilis6e pour examiner la formation 

10 du complexe enzymatique pour chaque mutation ponctuelle en presence d ! une 
concentration fixe de FHN-P (300 yM). L'analyse des donnees obtenues a 431 
nm est reportee au Tableau 3 . 



Tableau 3 



Aldolase 


Activite sp6cifique 


Activity sp6cifique 


k 

K app 


AA relative a 




(unit6s/mg) 


residuelle (%) 


(min- 1 ) 


431 nm(%) 


Sauvage 


12,5 


nd (non detect6) 


0,045±0,0025 


100 








0,0015±0,0003 


25 


K229M 


3.10- 6 


nd 


0,040±0,0025 


95 








0,0015±0,0003 


25 


K107M 


0,7 


95 


0,0015±0,0005 


30 


K146M 


2.10" 3 


nd 


0,005±0 5 0005 


98 








0,0015±0,0003 


25 



15 Les spectres de difference observes pour le mutant K229M 

sont identiques a ceux observes avec Taldolase sauvage. L f 6volution de la 
reaction peut etre justifiee par deux mecanismes d'ordre 1 distincts. Les 
parametres cindtiques et le niveau de complexe EI* form6 sont identiques a ceux 
obtenus avec Tenzyme sauvage, et excluent la Lys-229 comme residu de lysine 

20 directement responsable de la formation de la base de Schiff. 

Par comparaison, les spectres de differences du mutant 
K107M et de FHN-P montrent une phase de cinetique lente dont la constante et 
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l'absorbance maximale sont identiques aux valeurs de la phase lenteobservee 
pour l'enzyme sauvage. L'absence de phase rapide ajoutee a l'absence d'inhibition 
de l'enzyme prouve l'implication de la Lys-107 dans le phenomene d'inhibition 
reversible dependante du temps. 

La reaction du mutant K146M avec FHN-P a pour resultat 
un changement global d'absorbance a l'equilibre, comparable avec ce qui est 
observe pour l'aldolase sauvage (Tableau 3). La phase de la cinetique associee a 
rinhibition enzymatique, bien que correspondant a un mecanisme d'ordre 1, 
differe cie ce qui est observe dans le cas de l'aldolase sauvage par une formation 
tres lente de la base de Schifl La substitution de la Lys-147 par une methionine 
engendre done une baisse significative du taux de complexes EI* formes, mais 
ne change pas la capacite du mutant.a former le complexe. Ainsi, la Lys-146 n'est 
pas requise pour la formation de la base de Schiff mais facilite considerablement 
celle-ci. 
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REVENDICATIONS 
1/ - Compose aromatique comprenant un groupement 
aldehyde, un groupement phenol et un groupement phosphate ou un mimetique, 
caracterise : 

5 - en ce que son noyau aromatique comprend deux maillons aromatiques de 

type benzenique, 

- et en ce qu'il repond a la formule generate suivante : 
XHO 

(I) 

^OH 
10 

dans laquelle : 

• le groupement aldehyde (-CHO) et le groupement phenol (-OH) sont 
fixes a deux atomes de carbone adjacents d f un m§me maillon aromatique, 
dit premier maillon aromatique, 
15 • et fixe a un atome de carbone d'un deuxieme maillon aromatique dit 

second maillon aromatique, R est un groupement phosphate ou un 
mimetique du groupement phosphate choisi parmi : 

- un groupement protecteur enzymolabile adapts pour permettre 
audit compose aromatique un passage passif a travers des 
systemes membranaires cellulaires et/ou parasitaires et pour 
pouvoir generer, une fois a Finterieur d'une cellule ou d'un 
parasite, la formation d'un groupement phosphate ou d'un 
analogue stable du groupement phosphate, 

- un analogue stable du groupement phosphate adapts pour 
preserver le compost aromatique d'une dephosphorylation 
spontanee et/ou enzymatique. 

21 - Compos6 aromatique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il a pour formule generate : 
OH 

^CHO 
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ou R x est un groupement phosphate ou un mimetique du groupement phosphate. 

3/ - Compose aromatique selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que le groupement protecteur enzymolabile est un groupement 
de nature a etre deprotege par une(des) esterase(s) et intracellulaires. 
5 4/ - Compose aromatique selon la revendication 3, 

caracterise en ce que le groupement protecteur enzymolabile presente la formule 
generale suivante : 

# R«uum OR' 



10 



15 



o-\ — (in) 

/ OR' 



OR' 

ou R' est choisi panni un des groupements suivants 

(IV) 

(V) 




-CH 2 ^CMe 3 



51 - Compose aromatique selon la revendication 3, 
caracterise en ce que le groupement protecteur enzymolabile presente la formule 
20 generale suivante : 

9 



? V. m 



25 ou R" est choisi parmi un des groupements suivants 
-CH 2 ^A Et . CVEO 

(vm) 




30 -CH 2 ' S" X:Me 3 

(DO 



:HMe 2 
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10 



-CH 2 

6/ - Compose aromatique selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que le groupement protecteur enzymolabile est un groupement 
de nature a etre deprotege par une(des) reductase(s) intracellulaire(s). 

II - Compose aromatique selon la revendication 6, 
caracterise en ce que le groupement protecteur enzymolabile presente la formule 
generate suivante : 

% 

■p-^-OR'" (XI) 
' OR"' 

ou R'" est choisi parmi un des groupements suivants : 

15 -CH^s^^^Ha pal) 

O 

8/ - Compos6 aromatique selon la revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que l'analogue stable du phosphate est choisi parmi l'un des 
groupements suivants : 

- le methylenephosphonate, 

- le difluorom^thylenephosphonate, 

- le monofluoromethylenephosphonate. 
9/ - Compose aromatique selon Time des revendications 1 a 

8, caract6rise en ce qu'un atome d'hydrogene d'au moins un des atomes de 
carbone d'au moins un des maillons aromatiques est substitu6 par un substituant, 
dit substituant hydrophobe, adapte pour ameliorer l'hydrophobicite globale du 
compose aromatique. 

10/ - Compost aromatique selon la revendication 9, 
caracterise en ce que le(les) substituant(s) hydrophobe(s) est(sont) un(des) 
groupement(s) alkyle(s) de chaine principale comprenant au maximum trois 
atomes de carbone. 
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1 1/ - Compose aromatique selon Tune des revendications 1 
a 10, pour ses utilisations non-therapeutiques comme agent inhibiteur de l'activite 
des aldolases de classe I. 

12/ - Compose aromatique selon la revendication 11, 
5 caracterise en ce qu'il pr6sente une constante inhibition K ( inferieure a 25 jxM, 
notamment inferieure a 50 nM 3 typiquement de Tordre de 25 nM. 

13/ - Compost aromatique selon la revendication 11, 
caracterise en ce qu ! il est susceptible d'inhiber au moins une aldolase de fa9on 
irreversible ou quasi irreversible. 
10 14/ - Precede d'inhibition d'aldolases extracellullaires ou 

intracellulaires, k l'exception des aldolases intracellulaires de cellules vivantes 
non isotees d'un corps humain ou animal, ou d'un embryon humain, caracterise en 
ce qu f on met lesdites aldolases au contact d'au moins un compose aromatique 
selon Tune des revendications 1 a 13, au moins en quantite suffisante pour induire 
15 un effet notable. 

15/ - Precede selon la revendication 14, applique i 
Tinhibition de la glycolyse cellulaire. 

16/ - Precede selon la revendication 14 ou 15, applique 
pour enrayer le developpement d'une cellule cancereuse. 

17/ - Medicament comprenant un compose aromatique 
selon Tune des revendications 1 a 13. 

18/ - Utilisation d'un compose selon Tune des 
revendications 1 a 13, pour la fabrication d'un medicament pour le traitement du 
cancer. 

19/ - Utilisation selon la revendication 18, pour la 
fabrication d f un medicament pour le traitement du cancer s'effectuant selon 
l'approche GRH. 

20/ - Precede de synthase d'un compose l-hydroxy-2- 
naphtaldehyde phosphoryle sur un atome de carbone du deuxi&ne maillon 
aromatique, selon la revendication 1, dans lequel on realise une &ape de 
phosphorylation d'un compose 2-naphtald6hyde dihydroxyie, hydroxyle sur 
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Patome de carbone 1 du premier maillon aromatique et sur un des atomes de 
carbone du second maillon aromatique, ladite phosphorylation correspondant a 
une substitution du groupement hydroxyle du second maillon aromatique par un 
groupement phosphate. 
5 21/ - Procede de synthese selon la revendication 20, . 

caracterise en ce que la phosphorylation est initiee par la technique du triethyl 
phosphite, pyridine et iode, dans une solution de CH 2 C1 2 /THF. 

22/ - Procede de synthese selon la revendication 20 ou 21, 
caracterise en ce que la phosphorylation se realise sur le l,6-dihydroxy-2- 
10 naphtaldehyde pour conduire au 5-formyl-6-hydroxy-2-naphtylphosphate. 
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